LA BIOPHYSIQUE 


I : Definition de la biophysique et rappel sur la structure des proteines 

Discipline qui analyse les phenomenes biologiques (biomecanique, imagerie medicale, 
fonction des organes, ...) et la structure des macro molecules biologiques a l'aide de theories et 
de techniques de la physique (voire de la chimie). 

II existe quatre niveaux de structure des proteines : 

• la structure primaire : c'est la sequence en acides amines ou enchainement polypeptidique 

• les structures secondaires : c'est l'ensemble des structures locales specifiques qu'adoptent 

certaines parties d'une proteine. C'est une etape du repliement des proteines 

• la structure tertiaire ou structure tridimensionnelle : parmi les innombrables structures 

que peut adopter une proteine, c'est la seule structure qui lui confere sa fonction 
biologique. 

• la structure quaternaire : certaines proteines sont constitutes de plusieurs chaines 

polypeptidiques (appelees sous-unites) identiques ou non. La structure quaternaire est 
l'arrangement spatial de ces differentes sous-unites. 

Le nombre de conformations connues de proteines significativement differentes (moins de 
25% d'acides amines identiques entre deux sequences) est de 1500. La distribution observee 
des repliements est tres heterogene (certains sont tres peuples, d'autres beaucoup moins). On 
evalue a environ 10.000 le nombre total de structures proteiques originales qui suffirait a 
modeliser la quasi-totalite des proteines connues. 

II : La spectroscopie 

A : la spectroscopie ultraviolet visible - la spectroscopie infrarouge 

Les methodes spectroscopiques sont utilisees pour analyser les macromolecules parce que ce 
sont des techniques d'analyse non destructrices. 

B : La fluorescence 


Une molecule fluorescente (fluorophore ou fluorochrome) possede la propriety d'absorber de 
l'energie lumineuse (ou lumiere d'excitation) et de la restituer rapidement (< 1 nsec) sous 
forme de lumiere fluorescente (ou lumiere d'emission). 

Cependant : 

une partie de l'energie de la lumiere d'excitation est absorbee par d'autres molecules du milieu 
et une autre partie de l'energie est dissipee sous forme de chaleur. 

En consequences , l'energie de la lumiere d'emission est plus faible que celle de la lumiere 
d'excitation : la lumiere d'emission (la fluorescence) a done une longueur d'onde plus elevee. 
Remarque : si remission de la lumiere cesse des l'arret de l'excitation c'est la fluorescence. Si 
la matiere continue d'emettre de la lumiere apres avoir ete eclairee, c'est la phosphorescence. 


De nombreuses techniques se sont developpees : 

Le marquage simple se fait par affinite entre un fluorochrome et la molecule a marquer 
rimmunomarquage direct ou indirect qui utilise un anticorps marque par un element 
radioactif. 

• la technique du FISH ("Fluorescence In Situ Hybridization") sert a marquer des 

sequences nucleotidiques 

• la technique du FRET ("Fluorescence Resonance Energy Transfer") utilise deux 

fluorochromes, un donneur qui va transmettre son energie a un autre fluorochrome 
accepteur. Elle permet d'etudier des interactions entre deux molecules 

• la GFP ("Green Fluorescent Protein") consiste a integrer dans le genome de la cellule a 

observer un gene de proteine fluorescente, la proteine synthetisee est alors fluorescente 

c : Le dichroisme circulaire 

Le dichroisme circulaire s'appuie sur la capacite des molecules qui ont une activite optique 
d'absorber differemment la lumiere polarisee circulairement a droite et la lumiere polarisee 
circulairement a gauche. L'activite optique est la propriete que possede une structure chirale 
d'interagir avec un rayonnement electromagnetique. Elle est a forigine de : 

• du dichroisme circulaire 

• du pouvoir rotatoire 

• de la dispersion optique 

• de la polarisation circulaire d'emission 

Le dichroisme circulaire est une technique qui permet d'analyser le contenu en structures 
secondaires des proteines ou des acides nucleiques. Pour determiner la proportion de chaque 
type de structure secondaire, il faut effectuer une deconvolution en composantes elementaires 
du spectre de dichroisme avec des logiciels appropries. 

Cette une technique non destructive qui permet d'etudier les changements de conformation des 
proteines dans differents environnements (pH, agents denaturants, temperature). 

IV : La resonance magnetique nucleaire (RMN) 

Son caractere non destructif a conduit a divers developpements de cette methode qui est 
employee : 

• en chimie organique pour des analyses structurales 

• en genomique structural pour obtenir une image tridimensionnelle des molecules du 

vivant 

• en medecine pour etudier le corps humain (image a resonance magnetique nucleaire - 

IRM) 

Va : La cristallographie ou diffraction des rayons X 

La cristallographie est la science qui se consacre a l'etude des substances cristallines a l'echelle 
atomique. L'etat cristallin est defini par un caractere periodique et ordonne a l'echelle 
atomique ou moleculaire. Ce caractere periodique est appele la maille elementaire. 

La cristallogenese est la formation d'un cristal, soit en milieu naturel, soit de faqon 
experimentale. C'est le passage d'un etat desordonne liquide a un etat ordonne solide, controle 
par la temperature, la pression, le temps d'evaporation et des lois cinetiques complexes : 

• lere phase : la germination correspond a l'apparition d'une phase cristalline stable a partir 

d'un liquide surfondu ou d'une solution sursaturee 


2eme phase : la croissance est le processus qui va suivre la germination et permettre 
l'augmentation de taille des germes pour conduire aux cristaux 



La plupart des substances minerales et des petites molecules organiques cristallisent 
facilement et les cristaux obtenus sont en general sans defaut. 

En revanche les macromolecules biologiques, comme les proteines, sont souvent tres difficiles 
a cristalliser. C'est par cristallographie que J. Watson, F. Crick, M. Wilkins et R. Franklin ont 
pu determiner la structure helicoidale de l'ADN en 1953 (Prix Nobel en 1962). 

Vb : Fa banque de donnees "Protein data Bank" (PDB) 

Elle contient l'ensemble des donnees structurales des proteines (plus de 27.855 structures !) 
obtenues par cristallographie ou par RMN. C-haque jour, six nouvelles structures 
tridimensionnelles y sont deposees. 

Fe nombre de conformations connues de proteines significativement differentes (moins de 
25% d'acides amines identiques entre deux sequences) est de 1500. Fa distribution observee 
des repliements est tres heterogene (certains sont tres peuples, d'autres beaucoup moins). 

On evalue a environ 10.000 le nombre total de structures proteiques originales qui suffirait a 
modeliser la quasi-totalite des proteines connues. Fes fichiers PDB sont de divers formats. 

VI : la spectrometrie de masse 

Fes proteines sont de grosses molecules biologiques. Fa spectrometrie de masse permet de les 
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fractionner (actuellement jusqu'a 2 10 Dalton) en les ionisant, puis de deduire la masse de ces 
molecules selon leurs trajectoires. 

Fes fragments sont acceleres par un champ magnetique et/ou electrique et ils sont tries en 
fonction de leur rapport : masse/charge (M/z). 

VII : Fa resonance paramagnetique electronique (RPE) 

Un radical libre est un atome ou une molecule qui possede un ou plusieurs electron celibataire. 
Un electron celibataire engendre une grande instability de la molecule. Fes especes 
radicalaires sont produites naturellement par phenomene d'oxydation et peuvent s'attaquer aux 
composes vitaux des cellules. 

Fa resonance paramagnetique electronique est une methode directe d'etude des phenomenes 
radicalaires. Elle permet done de mettre en evidence des composes possedant au moins un 
electron celibataire. 

VIII : Fa mecanique et la modelisation moleculaires 

Ce type d'approche est complementaire des techniques physiques qui precedent. Ces objectifs 
sont entre autres : 

• la "visualisation" informatique des molecules a partir de donnees structurales 

(cristallographiques, RMN, spectroscopiques , ...) 

• l'obtention d'informations sur la dynamique et l'energie des molecules 

• calculer le champ de force pour determiner les proprietes des molecules 

• correler ces proprietes a une structure moleculaire 

• valider la structure moleculaire 

Differents outils informatiques sont utilises pour : 

• visualiser la structure des molecules en 3 dimensions 

• les "manipuler" (rotation, translation, changement de conformation) 

• calculer les parametres geometriques (distance inter atomique, angle, ...) 




